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要約：ボツリヌス神経毒素（BoNT）は，自然界最強の毒素であり，コリン作動性シナプスからの神経伝達
物質放出の阻害によって，ヒトや動物のボツリヌス症として知られる致死的な疾病を引き起こす。ボツリヌ
ス菌株は，BoNT の抗原性の違いにより，A から G 型の血清型に分類され，A，B，E および F 型はヒトに
対して，一方 C および D 型は動物や鳥類のボツリヌス症の原因物質とされている。全ての血清型の BoNT
には各々の無毒成分タンパク質が非共有結合的に会合して大きな毒素複合体（TC）を形成する。培養液中
では，BoNT と非毒非血球凝集素（NTNHA）の複合体（M-TC）とさらに M-TC に 3 種の血球凝集素（HA；
HA-70，HA-33 および HA-17）が会合したより大きな複合体（L-TC）が存在する。これらの TC には，構
成成分のいくつかには特定の部位には分子内切断（nick）があるため，SDS-PAGE 上で多数のバンドが出
現する。C および D 型のボツリヌス菌株から毒素の精製中に著者らは偶然にも無傷の TC 種を産生する特
異的な D 型菌 4947 株（D-4947）を見出した。
　本論文では，主に特異的 D-4947 の TC に関する主要な知見が述べられている。（1）C および D 型 TC 構
成成分（BoNT，NTNHA および HA-70）における菌体プロテアーゼあるいは自発的切断によるニック部位
が特定された。（2）分離精製した各 TC 構成成分による L-TC の再構成に成功し，その形成機構を明らかにし，
各構成成分遺伝子の発現が調べられた。（3）各種培養細胞系を用いて，C および D 型 L-TC の HA-33 が小
腸内皮細胞透過において本質的な役割を果たしていた。（4）電顕観察および HA-33/HA-17 複合体の X 線結
晶解析により，個々のサブユニットが会合する経路と 14 量体からなる L-TC 各サブユニットの立体的配置
を初めて提唱した。（5）消化酵素耐性実験から，NTNHA が BoNT を消化から保護している決定的な証拠







は，1 g で 100 万人以上を死なせることができるとされ，
動物実験から，ヒトにおけるボツリヌス A 型毒素の致死





























































　1970 年代，Sugii と Sakaguchi3）は，A～F 型菌の毒素には，




3 種類の血球凝集素成分（hemagglutinin, HA；70 kDa の HA-














かにされた4）。BoNT の nick 部位は，ジスルフィド結合に
よって軽鎖と重鎖の間に生じるループ状の領域にあること
が知られていた。ループ領域は型によってアミノ酸数は異
なっており，最も少ない B 型で 8 残基，最も長いのは A
型の 23 残基である。いずれも Arg および Lys のカルボキ
シル側で切断されると考えられた。Sagane ら5）は，C およ






C 型菌から 41 kDa と 17 kDa タンパク質が非共有結合的に
保持された二量体酵素である特異的プロテアーゼを分離精






















　図 3 に示すように BoNT は，機能的に三つの独立した
ドメインから構成されており，毒性発現に各々は役割を
























　1990 年，ボツリヌス A 型 BoNT 遺伝子の全塩基配列が
決定10）されて以来，2 年間に全血清型の BoNT の全塩基配
列が決定された。その後，毒素複合体を構成する無毒成分
タンパク質の遺伝子も同様に，全塩基配列が決定された。
筆者らも，D 型毒素複合体の BoNT を含む全構成成分タ
ンパク質遺伝子の塩基配列決定に関わった11, 12）。血清型に




ファージ DNA（C，D 型）あるいはプラスミド（G 型）の上
に遺伝子クラスターを形成している。遺伝子から推測された
毒素複合体成分のアミノ酸配列の相同性は，各血清型間で
BoNT は 32～60％，NTNHA は 56～100％，HA-70 は 68～
99％，HA-33 は 35～100％，HA-17 は 51～100％であった。無

















する。⑤ B, D, F, G 型はシナプトブレビン，C 型はシン
タキシン，A, C, E 型は SNAP-25 を切断し，神経伝達物
質の放出を阻害する。
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M-TC にさらに 3 種の HA 成分（HA-70，HA-33 および HA-
17）が会合した 650 kDa の L-TC（A～D および G 型），さら




合体を形成する。Ohyama ら12) は，D 型 CB16 株由来 M-TC
の NTNHA の N 末端から 15 kDa 付近領域に，nick が生じて
おり，L-TC のそれには認められないことを見出した。また，
Sagane ら13) は，その nick が NTNHA の保存中に自発的な自
己触媒的に生じること，プロテアーゼによっても加速するこ
とを明らかにした。ところが，Kouguchi ら14）は，形成途中で
NTNHA の N 末端側領域 15 kDa 付近に nick が生じると，
BoNTとM-TCは形成出来るが，HA成分はもはや結合出来ず，
L-toxin は形成しないことを証明して，L-TC，M-TC が同時に




NTNHA が nick を受けた時，M-TC となり，nick をまぬがれ
ると L-TC に成熟する。
　HA-70 も菌体由来のプロテアーゼによって nick が生じ，
N 末端側から 22～23 kDa 付近に複数の nick を受け15），22～
23 kDa および 55 kDa のフラグメントに分かれる。これに




　ボツリヌス毒素 L-TC が，神経毒性の他に，HA 成分によ
る血球凝集活性を有していることは，古くから知られてい
た。一般に C，D 型 HA-33 は，N-アセチルムラミン酸ある
いはシアール酸糖脂質を介して血球と結合して凝集活性を
示し16），その結合部位の一つが C 末端側のドメインに存在








腸管を用いた実験から，C 型 L-TC は，小腸上部の微繊毛
にシアール酸を介して HA 成分（おそらく HA-33）が結
合し，BoNT が血中に取り込まれ易くなっていることを報
告した。Kouguchi ら19）は，ウマ赤血球に対する結合実験
から，C あるいは D 型 L-TC の HA-33 が結合に関与して




報告した。さらに Inui ら23）も C 型毒素の IEC-6 細胞に対す
る結合がシアール酸の関与を明らかにした。また，Itoh24）
らは，HA-33 の数が異なる D 型毒素複合体種を用いて
IEC-6 細胞への結合が HA-33 の数に依存していることを報
告した。これらのことから，C および D 型ボツリヌス毒素
の標的細胞への結合には細胞表面のシアール酸と毒素構成
成分の HA-33 が関与していることを強く示唆した。
　以前に，Oguma ら25）は，D 型 1873 株の培養液が血球凝
集活性を殆ど示さず，また，Nakajima ら26）は，D 型 1873
株からの精製 L-TC が血球凝集活性を殆ど示さないことを
見出していた。同時に，Sagane ら 27）は，HA-33 の C-末
端側から31アミノ酸残基が欠失したC型変異株（C-Yoichi）
も血球凝集活性も血球結合活性を示さないことを報告し




























のことによって，SDS-PAGE 上で 7 本以上のバンドが観
察され，複合体成分タンパク質の構造解析は複雑となって
いた。筆者らは，C および D 型の菌株の中に，その構成
成分のいずれにも nick を認めない無傷の毒素複合体を大













初に BoNT と NTNHA が結合した M-TC が形成する。こ
の時，NTNHA に nick が生じていると，M-toxin にとど
まる。無傷の M-TC に HA-70 が結合し，さらに HA-17 を





HA-33/HA-17 が 2 分子，1 分子少ない）を見出した。こ
れらの複合体種に HA-33/HA-17 を滴定し，650 kDa L-TC
への変換を観察して，ボツリヌス毒素複合体は 1 分子の
BoNT，1 分 子 の NTNHA，2 分 子 の HA-70，4 分 子 の
HA-33 および 4 分子の HA-17 から構成される 12 量体と推
測した。さらに血球を凝集させるためには，C および D
型の HA-33 が 4 分子必要であることを明らかにした33）。
　これまでの報告によれば，複合体構成成分遺伝子の発現
は必ずしも一様ではない。Kouguchi ら34）は，D 型 4947 株
（D-4947）毒素複合体の構成遺伝子の mRNA を定量し，
BoNT 遺伝子と NTNHA 遺伝子の発現レベルは 1：1 であ
り，一方，HA-33 遺伝子が他の二つの HA 遺伝子よりも
低いレベルにあることを示した。このことは，培養液中に






BoNT は，軽鎖と重鎖に分ける nick 部位および重鎖 C 末
端側の nick 部位は NTNHA によって覆われず，M-TC で
は露出している。HA-70 分子が結合すると重鎖 C 末端で
の nick は生じなかった。この時，HA-70 分子には，N 末
端側から約 22 kDa 付近に nick が入るが，HA-70 分子の大
部分は NTNHA によって覆われている。興味深いことに，
分離された HA-70 分子は，トリプシン処理によって細か
く切断されるが，M-TC と complex を形成すると最小限
の nick にとどまる。HA-70/HA-33/HA-17 の complex を









トタンパク質の中で，BoNT（A 型，B 型および E 型の 1
部分）および HA-33（A 型，C 型）が X 線結晶解析によ
りその立体構造が明らかにされているだけで，NTNHA，
図 5　D-4947 毒素複合体形成の電子顕微鏡写真と Native-PAGE 分析
M-toxin から L-toxin へと順次形成する経路に従って，左から① M-toxin（神経毒素と NTNHA の complex），② M-toxin に
HA-70 が結合した complex，③ さらに 1 分子の HA-33/HA-17 が結合，④ さらに 2 分子の HA-33/HA-17 が結合，⑤ 3 分子の
HA-33/HA-17 で飽和した成熟 L-toxin を示す。下段に各サブユニットの外殻をトレースしたものを示す。右図に①～⑤ の
Native-PAGE のパターンを示す。pH 8.0 の条件下のため，神経毒素と無毒成分は分離している。
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　これまで，数千通りの条件下で D-4947 の 650 kDa L-TC
の結晶化を試みているが，X 線結晶解析に適する結晶は現
在まで得られていない。Hasegawa ら36）は，ネガティブ染
色法によって M-TC から L-TC が形成されるまでの複合体
の透過型電子顕微鏡観察を行った。図 5 に見られるように，
BoNT と NTNHA からなる M-TC は丸みを帯びた楕円体
であり，これに HA-70 分子を結合させると傘状に広がっ
て M-TC を覆っているように見えた。さらに HA-70 分子
上に HA-33/HA-17 分子が順次，一本ずつ突起した腕状に





に，最終的な L-TC における HA-33/HA-17 の“腕”の数
は 3 本であった。当初，HA-33/HA-17 が 1：1 の分子量約
50 kDa の complex として，“4 本腕”を想定していた。電
子顕微鏡下では，4 本腕 L-TC の像は認められなかった。
そこで，HA-33/HA-17 の分子構成を，超遠心分析，質量
分析，アミノ酸分析などで分子量を詳細に分析した結果，
いずれも HA-33：HA-17 が 2：1 の complex であることを
示していた。
　さらに Hasegawa ら36) は，この HA-33/HA-17 complex
の X 線結晶解析に成功し，図 6 に示すように，2 分子の
HA-33 と 1 分子の HA-17 からなる特徴的な構造を明らか
にした。これにより，ボツリヌス毒素複合体は，1 分子の
BoNT，1 分 子 の NTNHA，6 分 子 の HA-33，3 分 子 の
HA-17 そして恐らく 3 分子の HA-70 からなる 14 量体サブ
ユニット構造と推測した（図 7）。しかしながら，この構










未解明であった HA-70 および NTNHA の X 線結晶解析行
われ，2012 年までにボツリヌス TC の全ての構成成分の
三次元構造が決定された。Nakamura ら37）は，C 型菌の毒
素複合体の HA-70 分子の組換え体を作成し，22 kDa（HA-
22-23）と 53 kDa（HA-53）からなる複合体の X 線結晶解
析から立体構造と糖鎖結合の特異性を明らかにした。結晶








量発現系の構築および，BoNT との再構成 M-TC の安定
性の実験が最初の試みであった。そこでは，単体の
図 6　X 線結晶解析による HA-33/HA-17 complex の立体構造
2 分子のダンベル型 HA-33 分子はお互いに左右対称で
あり，C 末端ドメインは上向きにあり，毒素複合体の




測した 14 量体モデル（1 分子の神経毒素，1 分子の
NTNHA，3 分 子 の HA-70，3 分 子 の HA-17，6 分 子 の
HA-33）を示す
229ボツリヌス毒素複合体の構造と機能




換え D 型 NTNHA の三方晶系の結晶を得ることに成功し，
3.9 A の分解能でもって予備的な X 線結晶解析のための資
料に供した。
　その間に，Gu ら40）は初めて A 型 NTNHA の X 線結晶
解析により，NTNHA および BoNT との M-TC の立体構
造を明らかにした。それによれば，A 型 BoNT との再構
成 M-TC は，しっかりとお互いに連結した複合体を形成し，
NTNHA が BoNT を保護するための大きなしかも多数の
部位で結合する接触面を備えていた。しかも，NTNHA は，
BoNT とのアミノ酸配列の相同性が 20% 以下にもかかわ
らず，その構造は BoNT と驚くほど良く似ており，同様
に 3 つのドメインからなっていた。また M-TC が pH に対
して応答するアミノ酸残基によってダイナミックに調節さ
れており，酸性条件下で安定な複合体形成によって保護さ
れている BoNT が中性付近の pH で複合体から遊離するこ
とを説明した。
　BoNT と NTNHA の立体構造が類似しているのにもか
かわらず，NTNHA は BoNT の軽鎖に存在するプロテアー
ゼの Zn 結合部位，HExxH モチーフを欠いていた。これ
に対して，Inui ら41）は，ICP-MS 分析によって，D 型の
NTNHA にも 1 分子の Zn を含んでいることを明らかにし
た。A から F 型の NTNHA 構造相同性比較と homology 
modeling から，新たに 1 分子の Zn 分子が配位結合する
領域の共通配列，K-C-L-I-K-X-D を見出した。このことか
ら BoNT と NTNHA は，恐らく Zn タンパク質を共通の
祖先として，その後，各々に異なった機能を持つように進
化したと提唱した。ごく最近，Sagane ら42）は，D 型 4947
株の NTNHA および M-TC の結晶構造解析と X 線小角散
乱解析（SAXA）によって溶液中のそれらの構造を比較し
た。その結果，SAXA 像は，NTNHA の N 末端側の 2/3 は，
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Summary：Botulinum neurotoxins  (BoNTs) are  the most potent  toxins known  in nature,  causing  the 
lethal disease known as botulism in human and animals. The BoNTs act by inhibiting neurotransmitter 
release  from cholinergic synapses. Accidental botulism often occurs  through  ingestion of Clostridium 
botulinum contaminated  food. Different  strains of C. botulinum produce  seven distinct  serotypes of 
BoNTs, classified A through G. Serotypes A, B, E and F in human botulism, whereas C and D appear to 
be causative toxins for animal and avian botulism. All serotypes of BoNT associate non-covalently with 
auxiliary nontoxic proteins,  thereby  forming  large toxin complexes  (TCs), M-TC  (BoNT/NANHA) and 







are  described:  (1)  Specific  nicking  sites  in  the  components  of  the  serotype C  and D TCs were 
characterized, including dichain structure in BoNT, spontaneous nicking in the NTNHA and endogenous 
cleavage in HA-70. (2) In vitro reconstitution of functional HAs of serotype C, and D-4947 L-TC assembly 




BoNT against gastrointestinal digestion, using various culture cells  including Caco-2 cells,  rat  small 
intestinal epithelial  cells, bovine aortic endothelial  cells and equine erythrocytes.  (4) A novel 14-mer 
subunit structure model of D-4947 L-TC was proposed on the basis of  the negative stain transmission 
electron microscopy and X-ray crystal structure of the complex formed by two HA-33 plus one HA-17. (5) 
Definitive evidence was provided  that both recombinant and native NTNHAs play a crucial  role  in 
protecting BoNT from proteolysis by digestive enzymes. Every single NTNHA contained a single Zn 
atom, of which small-angle X-ray scattering analysis of the NTNHA revealed the structural dynamics.
Key words：Cyclamen, Botulinum toxin，Toxin complex, X-ray crystallography, Hemagglutinin, Non-toxic 
protein
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